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本論文にお い て ､ 以下 の 略号を使用 した｡
A lb: albtl min
Cp: c e r ulopla smin
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N A R: Nagase an albumine mic r at
S OD: supe ro xide dism uta se
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Ⅰ. 序論
a. 序論
1. 生体 における鋼の役割と先天性網代謝異常症
鍋 (以下 ､ Cu) は周期表上 ､ IB族弗4･周期 に位置する遷移金属である o ヒ ト生体内 で
は ､ Table 1
に 示 し た 酵素
の 活性 中 心な
どに 要 求 さ れ
る 必 須 微量 金
属 で あ るfl】｡
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の 荷電状態を変イヒする こと に よ っ て ､ こ れらの Cu 酵素は ､ 全て生体成分 の 醸イヒ反応 に
関与して い る ｡ また化学的に は ､ Cuイ オ ン は軟らか い 醸である た め ､ 生体 を構成して
い るS H基な どの 軟らか い 塩基と反応 し､ さら に鉄 (以下 ､ Fe) と同様 にFenton塑
Ha rber- W eiss反応を通じて ､ 活性酸素を産生す る【2】｡ そ の 結果､ Cuイ オ ン は生体中
の貰白質､ 脂質の 変乱 DN Aの修飾等を引き起こす可酸性を有して い る【3, 4j｡ 従 っ て ､
生体がClユイ オ ン を利 用する た め に は ､ 何らか の 恒常性維持機構を有して い る と考えら
れる ｡
ヒ トに は ､ 病 理学的 に全く正反対 の 2つ の 先天性Cu代謝異常症が知られ て い る ｡ 1つ
はCu 欠乏症 と して知ら れ る Menke s病で あり【5, 6ト もう1つ はCu 中毒症 で ある
Wils o n病であるt7, 8】o こ れら2つ の 病因解明は､ 正常な生体 におけるCu代謝機構の 解
明と共 に興味を持たれ て い たが ･､ 19 9 3年 の 初 め にMe nke s病の 病因遺伝子 が【9-1 1ト
1993年の終りに は W ils o n病の 病因遺伝子 が 同定された[1211 4-】. その 結果2 つ の 疾患
は ､ 病理学的に正反対の性質である が ､ ともに極めて類似したCu輸送性の A T Pase欠
損症 であ る こ と が明ら か に さ れた ｡ つ まりMe nke s病 で は ､ 飲食物か ら供給さ れ たCu
2
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を消化管か ら血流側 - 移 送する′J､腸徴繊毛細胞上 の A T Pa s e(A T P 7 A)が､ WilsoI〉1病
で は ､ 肝臓内か ら胆汁中 へ Cuを排他する ための A T Pas e(A T P7王∋)が､ それぞれ発現し
て い な い こと が明らか に さ れた【15】｡ ヒ トで は ､ A T P7A はⅩ放色体上 に ､ AT P 7 B は
第1 3染色体上 にそ れぞれ存在して い る ｡
2. モ JJ プデ ンの生理作用
モ リ ブデ ン (以下 ､ Mo) は ､ 周期表上VIA族解5周期に位博する 遷移金属である ｡ ヒ
ト生体内で は､ Table 2に示した酵素の c oイactoI･と して 要求される必須微塵金属であ
る ｡ こ れ らM o含有酵
素 は ､ Cu 酵素同様 に 製睦旦旦_呈し 坦些旦y
bde m u m e n ヱVm eSin hu m a n
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取 した M o に よ っ て ､
Cu欠乏症 が引き起 こ され る と いうこ とが ､ 反窮動物を中心として【16, 17ト ヒ ト でも報
告されて い る【18】｡ 過剰 に 捌文されたMoは ､ 消化管内で硫費 (以下､ S) と反応 し､ 含
硫モリ ブ デン 錯体である チオ モリ ブデ ー ト(Moons._ n
2.
)に変換され､ こ の チオ モ リ ブ デ ー
トが選択的にCu と反応 し､ Cu の 吸収を阻害すると いう機構が考えられて い る【19, 2 0L,
チ オモ リ ブ デ ー トに は ､ 化合物と して安定なdi体(MoO2S2
21
)､ tri俸(M oO S3
2.
)お よ び
tetra体(MoS4
2'
)の 3つ が 存在する が ､ 化合物とし ての 安定性やCu に対す る反応性 は ､
tetr a- ) tri- ) )di- の 順 である【21】｡
3. W ils o n病の治療法とモデル動物
Wils o n病は肝臓内にCu が 蓄積する こ と によ っ て ､ 様々 な臨床症状 を示 す ｡ なか でも
I. 序論
cu の 異常苗穫 に より直接的に引き起こ される劇症肝炎や肝硬変は､ 効起後に不串な転
帰をた どる例が多い ｡ 病状の 進行とCuの吸収および蓄積の関連から､ 2通りの薄物療法
が考えられ る(Fig 1)｡ 第1は ､ 現在広く臨嘩的に用 い ら れて い る方法 で ､ (1)消化管 に
お け る Cしl の 吸
収量 を減らす こ
とで ある .｡ こ の
療法は ､ (i)Ctl
を多く含む食物
の摂脚棚沢r22ト
(ii)吸収経路 が
Ctlと 同 - - の 亜
鉛(以下 ､ Zn)
の 食事 へ の 負荷
Cu restrictio n
CⅦ ･ M
blo odstr e a m Cll
inte stin e
Cu D･penicilla min el trie ntine,
dieta ry Zn ad ditio n
Fig1. Clinicalstrategies of the r apyfo rW ils o ndis e a s c･
に よる 吸収阻害
【23, 24ト(iii)金属キ レ 一 夕 -(D-pe nicilamin eやtrie ntin e)を経口投与し､ Cu キ レ
ー
ト錯体を形成させ る こ と に よる 吸収阻害【25-28ト の3つ に分けられ ､ 臨床的 に は ､ 2 つ
な い し3つ の 療法が舶 み合わせて実施されて い る【29】｡
第2は ､ (2)肝臓内 に蓄積して い るCu を直接肝臓外 - 除去する方法である ｡ (1)の療法
は ､ 継続した治療が必要であり､ Cu 以外の 必須微量金属 の代謝 にも影響を与える o 一
罪(2)の療法は ､ (1.)の 療法 の有する欠点は持たず､ すで に蓄積して い るCtlを肝臓外 へ 排
推しようとする もの で ､ Wils o n病治療 の 原因療法となり得る ｡ しか し､ 肝臓内で蓄積
して い るCtlは ､ Cu の 奄性を マ ス キ ン グする ために誘導された メ タ ロ チ オネイ ン (以下 ､
M T) と強固に結合.して い る た め ､ D- penicila mineやtrie ntin eで はM Tか らCuを脱離
でき か - こ と が示 されて い る【30】｡ 現在の と こ
ろM T と結合して い るCuをM Tか ら脱離 でき る
可能性 の あ る化合物と.して は ､ チ オ モ リ ブデ -
トだ け で あり【3 1, 32ト Cu に対す る 反応性か ら
テ トラ チオ モ リブ デ - ト
`
(以下 ､ T T M､ Fig2)
㌔ /ら
s
ク
Mo
l
s
2 -
tetrathio m olyb date,
dia m m oniu m s alt
(TTM)
Fig 2･ Str uctur e of tetrathio molyb date
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が(2)の療法に蔵も適した薬剤に なり得る と考えられるo
TT M療法の効果に関する報告は少なく､､W ils o n痛感者に対する症例報告があるにす
ぎな い【33】｡ こ の 理 由と して ､ Wilson病患者 における作用 槻序の解明や有効な治療法
が確立されて い な い こ とがあげられ ､ この ため に必要なモ デ ル動物 の樹立が望まれて い
た ｡ L E Cラ ッ ト は1 9 7 5年 に ､ 北海道大学采廠生物セ ン タ ー で ､ 非近党系のLo ng
Ev a n s系 ラ ッ トか ら体毛色 の 遇 い に よ り分 離 さ れ た2系統 の うち の 1系統 で ある【341o
渡沢色 の ラ ッ トは､ L E A(Lo ng Ev a ll SAgo uti)ラ ッ ト､ 淡策色 (cin n a m o n色) の ラ ッ
トは ､ L EC(Lo ng Ev an s CiT u l a mOn)ラ ッ トと名付けられた｡ L E Cラ ッ トは ､ 約4ケ
月齢 で約90 % が急性肝炎を自然発症し､ 劇症肝炎に至り死亡したり､ 寛解 した動物と
肝炎を発症しなか っ た動物は ､ す べ て肝癌を起 こすと報告された【35】｡ その ため当初肝
炎､ 肝癌の 自然発症 モ デル と して注目されたが ､ 発症原因を解明して い く過程で ､ 肝臓
内にCuが 異常者聴して い る こ と が明らか とな っ た【36, 3 7l｡ 現在 で ほ ､ L ECラ ッ トの
病因遺伝子として ､ Wils on病患者とri
=
i
rJ･ - - ･ の 常兜色体性 のCu輸送性の A T Pa s cが 同 /)-Eさ
れた (ラ ッ トで は 舞16兜色体 に存在 して い る)【38, 39】o 従 っ て ､ L E Cラ ッ トは ､ 臨
床症状の み ならず､ 遺伝 的背景や生化学的､ 病理学的指標もW ils o n病と よく - - 一致する
ため ､ 治療薬の ス ク リ ー ニ ン グやそ の作用機序 の解明に有効な手段となる ｡
4. 本研究 の 目的
本研究では､ 先天性Cu代謝異常 によ っ て 肝臓内 にCtlを蓄磯し て い るL E Cラ ッ トに対
して ､ T T M が肝臓外 へ Cu を排壮 でき る か どうか検討し､ Ctlを 含 む M T(以下 ､
Cu -M T) とT T M との 反応機構の 解明ならびにL ECラ ッ ト体内 にお ける作用機序を解
明する こ と を目的と した ｡ さら に得られた作用機序 から ､ Wils o n病 に対 して食も有効
と考えられる投与法に つ い ても検討する こ とを目的と した｡
Iレl. L E Cラ ツ トに お け る T T M によ る Ctlの 除 去 効果 の 検討
”. 本論
1. L ECラ ッ トにおけるTT M によるCuの 除去効果の検討
a. T T M投与 による肝臓内CuおよびMo濃度の変化
本実験 に用 い た敵性8週齢 の 無処置群 のL E Cラ ッ トに は ､ 約1 5 5ト唱/glive rのCu が
肝臓内に蓄積して い た(Fig 3B)｡ 同性同週齢の 正常ラ ッ ト (W ista r系ラ ッ ト) で は ､
肝臓内のCu 景は約5トLg/gliverで ある こ と か ら【40ト LFJC ラ ッ ト肝臓内で は高波魔の
ctlが 蓄積 して い る こ とがわ か っ た ｡ ま た約80 %の Ctlは ､ 肝臓可溶性画分を熱処理 し
た後の 上浦中 に 回収された｡ LECラ ッ トの 熱処理後 の 上滑中 に存在する熟 に安定なCu
含有蛋白質は ､ M TとMTに比 べ 極めて少量 のCu ,Zn - ス ー パ ー オ キシ ドデイ ス ム 夕 - ゼ
(以下 ､ Cu ,Zn -S O D) が報告さ れて い るt32】｡
T T M を1 0mg/kg body w eight の用量で連続8 日間腹腔内投与した群 で は ､ 肝臓内
に蓄積して い るCu の 約2/ 3 を肝臓外 - 除去できた ｡ 投与後 に肝臓内に残存した約50.5
LLg/gliv erの Cu は ､ ほ と ん ど
が肝臓内で 不溶化して い た ｡ ま
た投与24時間後に肝臓内 に残
存す る Mo量 は ､ 約5 4.9 ト帽/g
liv
.
erで あ っ たが ､ Cu 同嘩に ほ
とん どが不 溶性画分中に存在 し
て い た(Fig 3 A)0
こ れ ら の 結果 か ら ､ T T Mは
1ノE Cラ ッ ト肝臓内に M T と結合
した状 態で 蓄積して い る Cu を
肝臓外 - 除去 で きる こと が明ら
かとな っ た ｡ 工JE Cラ ッ トで は ､
病因 遺伝子 と して Cu を排他す
A ⊂コ wholeliv e r s
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Ⅰト1. L E Cラ ッ ト に お け る T T Mに よ る Cu の 除 去 効 果g)検討
るた めに必要なCu輸送性A
′
r Pa seの欠損が示されて い る【38, 39】｡ 正 常の生体で発硯し
て い る この A T Pa s eは ､ 近接 した2つ の シ ス テイン によ っ て構成されるCu の 結合部位が､
N末端側 に6ケ 所存在 して い る ｡ 従 っ て ､ こ の A T Pa s eの 欠損 が病因 と な っ て い るL E C
ラ ッ トは ､ Cuイオ ン の 形で肝臓外 へ Cuを排他できな い ため､ M T合成を餅導し､ M T
に結合して蓄積 して い る ｡ T T M はM Tに結合して い るCuと 複合体を形成L,て 肝臓外 に
排他する か ､ 肝臓内で不溶化する ことがわか っ た ｡
b. T T M投与 による肝臓 内Cu以外の 必須金属濃度 に与える影響
無処置群のL E Cラ ッ ト肝臓内 のZn膿度は約58 鵬/gliv e rであり ､ 同性 間週齢の:iE骨
ラ ッ トの 約25ト唱/gliv e rよ りも高値 であ っ た【40】｡ T T M投与によ っ てZn膿度は撫処
置群の約400/oま で 低下 した が ､ 肝臓中の 総膿度､ 可 溶性画/) [t,漉庇お よ び熱処理上晴
中の膿度 の3 画分 間のZn濃度の 比 に差はなく ､ T T M投与彼の 肝臓内の分布 はCuとZIl
で は異な っ て い た(Fig 3 C)0 L ECラ ッ トの 肝臓内のZn膿度の 上昇は ､ Cu の 番磯に よ っ
て務導されたM T膿魔の 上昇 に よるもであり､ T T M投与 に よるZn膿度 の 減少は ､ Cu
の 除去 に よ っ て M T膿度が低下した こ と によ る 間接的な結果 である ｡
肝臓内に お けるFe濃度は ､ 3つ の 画分ともにT T Mの 投与前後で変化はなか っ た(Fig
3D)0 Feは ､ Cuお よ びZn と は異なる独自の 調節機構に よ っ で恒常性 が維持され て おり
【41ト さら にFeは M Tと結合 しな い た め､ T T Mに よ る 間接的な影響も受けな い こ と が
原 因である と考えられ る｡
c. 小括
LE Cラ ッ ト肝臓内に蓄積して い るCu は ､ 101Tlg/kg body w eigbt の用量 の T T Mの
連続8 日間腹腔内投与に よ っ て ､ 蓄積量 の 約2/ 3が 除去 された ｡ T T M投与前のCu は ､
ほ とん どが M Tに結合 して い たが ､ T T M投与後に肝臓内に残存するCu は ､ Moとと も
に不溶イヒされた｡
L E Cラ ッ ト肝臓内に高濃度存在するZnは ､ TT M投与に よ っ て投与前の約40o/oま で
工ト1. LE Cラ ッ ト に お け る T T Mに よ ろ旦し旦昼互塾_塁_旦塗避
減少した｡ TT M投与彼のZn の 分布はCuお よ びMoと は興 っ て おり､ Cu とT T Mとの 間
で起 こ っ て い る と考えられ る直接的な反応と は異なり､ Cuの 除去によ っ て M T盈が減
少した こと に よ る 間接的な作用と考えられた｡ 肝臓内 のFe漉度は ､ T T M投与飾後で 変
化はなか っ た｡
以上 の こと か ら ､ T T M は肝臓内で M Tと結合した状態で番概して い るCu と選択的か
つ 直接的に反応 し､ 複合体を形成し､ Cuを肝臓外 へ 排壮する と いう機構が想定された｡
次章に お い て ､ Cしl- M T とTMの 反応機構 に つ い て検討した｡
Ⅰト2. Cu･M TとTT Mとの 区昼塵週旦墜遡
2. Cu - M T とT T M との反応機構の解明
a . Cu - MTとT T Mとの反応機構の検討
cu- M TとT T M との 反応機構を検討する ため ､ カ ドミ ウム (以下､ C d) を投与した
LE Cラ ッ ト肝臓 より調教したCしl,Zn,C d-MT に､ Cu に対する モ ル 比をかえたT T M を反
応 さ せ ､ H P LC に務導結合 プ ラ ズ マ JBf盈 分析装髄 (以 下 ､ ICP-M S) を直結 した
H P L C/ICP-M Sに より金属の 分布を測定した(Fig 4)o
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Fig4･ Flo wdiagr a m of theH P L C/ⅠC P･ M S fo rdete r min atio n of m etallopr otejn s
HPL C /IC P- M S と は､ ゲ ル ろ過カ ラ ム を装着したH PLCに より金属結合蛋白質を分離
し､ ICP- MSに より金属を ､ 従来法である原 子吸光法やICP発光法にと比 べ ､ 多元素同
時か つ 高感度に測定できる方法である ｡
調製 したCu ,Zn ,C d- M Tの elution pr ofileをFig5に 示 した｡ 本実験 で 用 い たカ ラ ム
(To s oh G 3 0 0 0 S W) 上 で M T は､ 2つ のisofor mと して18.4分 (M T-ⅠⅠ) と20.0分
(M T-Ⅰ) に ､ それ ぞれZn ､ Cu お よびC dの ピ ー クと して溶出した｡ ま たM T同様 に熱
処理 に安定なCu,Zn -S O Dの ピ ー ク が1 5.5分 に観察された｡ ラ ッ ト肝臓内 に存在す る
MT -Ⅰお よ びM T-ⅠⅠは ､ とも に極め て相同性の高い6lコ の ア ミ ノ 酸に よ っ て構成され て
い る ため【42】､ 通常の ゲル ろ 過法では分離が不可能である が ､ 本カラ ム の 溶出条件で は ､
支持体 が若干 の 陽イ オ ン交換性を帯びる た め､ 総電荷 にお い て酸性ア ミ ノ 酸 の 数が1コ
多 い M T-ⅠⅠが先に溶出する こと が報告されて い る【43】｡
n･2. ClトM Tと T T Mと の 反応 機構 の 解 明
本実験 でC dを含むM T(Cu ,Zn ,C d-M T)
を用 い た の は ､ 希1に ､ C dはZn に比 べ よ り
強固にM T と結合し､ S OD に結合しな い ｡
従 っ てM Tや M T を含む複合体 の 同定が ､
cdの 分布を見る こと に より可能である ｡ 第
2に ､ M Tに結合 して い る金属 (Cu ､ Znお
よ びC d) に対す る T T Mの 選択性をユ, 度の
実験 で評価 でき る と いう2つ の 理由に依 っ
た ｡
Cu,Zn,C d- M T 中の Cu に対 す る モ ル 比
0.25の T T M を加え る と ､ M Tの ピ ー ク は
減少 し､ Cu ､ Zn ､ Cdお よ びMo を含 む新
たな ピ - ク が M Tより前方に溶出した(Fig
6 A)｡ こ の 新 た に溶出した ピ - ク は ､ M T
に結合 して い た全て の 金属 (Cu ､ Zn お よ
びヒd) とM oを含むため ､ M T とT TM との
間で形成された複合体 で ある と推定 した ｡
従 っ て ､ こ の 複合体 を
MT/ T T Mc o l叩1e xと命 A
名した ｡
モ ル 比0.5 の T T M を加
え る■と ､ M T /T TM
c o mple xの 形成 はさら に
進行し ､ こ の c omple xと
Zn お よ びC dの み を含む
M Tと が 分 離 し た(Fig
6B) ｡ こ れ は ､
Cu
,
Zn
,
C d- M T中 の Cu を
M o
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,
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thelegendto Fig5.
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介して形成したM T /TT Mc o mple xは ､ T TM がZn ･C d
- MT中のZnお よ びC d と反応 し
な い こ と か ら ､ MT 中 の Cu と TTM と が
(M T)-S-Cu
-S- M oと い う架橋構造を介して構成さ
れた と推定できた｡
T TM の モ ル 比 を1.0に する と ､ Cu お よ びMoは
M T/T TM c o n lp e xよ り 完全 に 分 離 した ピ
ー ク と
して観察され ､ 新 た にCu/T T Mc o nlP e xと して
l l
.
4分に溶出した｡ 同 時 にM Tは ､ Cu を含ま な い
zn
,
c d- M T として もとの 保持暗闘 に溶出 した(Fig
7)0 Cu/TTM c o mplex に はM T は含ま れず ､
T TM の モ ル 比 の 上昇に よ っ て MT よ り脱離 し形成
さ れ た た め ､ M T/T T M c o111plex 中 の
(M T)-S-Cu
-S- M o一構 造 が ､ さ ら に TT M と反 応 し
CurrTM
望 恕
Zm +
Cu
S D 汐
E2.Z^n,C d二M T
Ⅰ
T TM
0
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Rete mtio mtim e(ruin)
Fig7. EFfe ct of T T ML
'
tl Pitr o o n
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Cll,Zn,C d- M T. TM a nd Cu,Zn,
Cd- M T w c rc re acted aL a m ola r
r atio of Mo/Cu I I.0. Se ethe
lege ndt oFig5.
- M o -SICu -S- M o- で 構成される構造 へ と変化したと推定した.
さ らにT T Mの モ ル 比
を2.0､ 4.0 - と増加さ
せる と ､ モ ル比2.0で は
Cu/ T T Mc o mplex に
変化 は認められな か っ
た が ､ モ ル 比4.0で は
Cu/ T T Mc o lllp e x の
ピ ー ク が 減少 した(Fig
8) ｡ こ れ は ､
Cu/ T T McoⅢ1ple 又 と
過剰のT T M が反応し､
不 溶 性 の Cu/ T T M
Curr T M
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.0(A)and 4.0(B). Se e
thelegendtoFig5.
polynler へ と 変化 し ､
反応系外 へ 取り除か れたため ､ elutio n pr ofile上 の ピ ー ク が減少したと推定した ｡
l l
工ト2. Cu･M l
､ と 'Ⅰ､T Mと の 反応 機構 の 解明
b. 小括
cu -MT とT TM との 反応機構を､ Fig9の よう にま とめ たo M T中で は シ ス テイ ン 残
基中のS 原子を介してCu はtrigo n a11yに ､ Zn お よ びC dはtetr ahedra11yに結合して い
るt441｡ こ のCu お よびその他の金属を含むM T(i)にT T Mを加える と ､ モ ル比1.0 以下
で はMT 中のCuを介 してM T / T T Mc o mple x(主力が形成された｡ M T中のCu に応 じ て
さ らに1
､
T Mは反応し il モ ル 比 が1.0 を越え る と ､ Cu/T T Mcomple x(主力となり
CuはM Tか ら除か れ ､ M TはCuを含まな い ア ポ体 ､ ある い はZnお よびC dの みを含む
M T(皇主むとな っ た . さ らに過剰 のT TM が加わる こ とに よ っ て ､ Mo ､ Cu お よ びS を核
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ⅠⅠ･2. Cu- M TとT T Mとの 反応 機構q)墜ー明
としたポリ マ ー(少となり不溶化した.
以上 の結果 か ら､ TT Mは ､ M T からのCuの 除去をCuとの 相対的なモ ル 比 に よ っ て進
行させ る こ とが明らかとな っ たため ､ L E Cラ ッ ト生体内にお い て の肝臓からのCu の 除
去 も投与量依存的 に進行さ せ る と考えられた｡ 従 っ て 次単にお い て は ､ T T M を単匝l投
与した彼の TT Mの 生体内動態およ び作用機序を､ L E Cラ ッ トおよ び正常ラ ッ トと の 問
で比較する こ と に より明らか に して ､ 効果的 な治療法に関する検討を行 っ た ｡
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3. T T Mの生体内動態に関する検討
a. T T M単回投与後の MoおよびCuの血清中濃度の経時変化
i. 血清中における総Moおよび総Cu濃度の変化
T T M を10 mg/kg body w eight の用塵で腹腔内投与後の 血滑中におけ る総Moお よ
び総Cu膿度の 経時変化を､ L E Cラ ッ トと正常ラ ッ トとの間で比較した｡
正 常ラ ッ トで は投与30分後に血清中の Mo膿度は､ 偉大値 (7.5lAg Mo/mls eru m)
に達し､ その 後単調 に減少する1相性の変化を示した(Fig1 0 A)0 Figで は長期間に わた
る経時変化を平易 に表現する ため ､ 横軸を対数軸とし ､ さら に軸下 に正味の 時 間経過を
示 した｡ 最大濃度 に達した後の Mo の 生物学的半減期は､ 蔵ノトニ 乗法に よ る近似曲線 か
ち ､ 5.9 時 間と計算で きた｡
8.0
育
ロ
h
宏 6.
召
､
証
さ
喜 41
＋
～
～
C6
h
～
己
q)
u
G 2
O
u
¢
芸
A
0
0
0
0,0
/
/
/
I
I
l
l
0
I
I
I
l
I
0 ()
育
声
h
& 6,0
i
盲
､○･
雪 4･0
.
a
a
h
～
仁
q)
呂 2･0
0
日
5
U
3 4(tog min)
1S 30(min)
1 2 4 8 12(hr)
1 之3 7(day)
Tim e afterT T M iltje ctio n
Fig l O･ C la7tge S in ･ M o a --d Cu
0.0
㌔
A
4(log min)i
L
ヱ
1 S 30(min)
1 2 4 8 12(hr)
1 2 3 7(day)
Tim e afterT T M inje ction
c o ri e entm tio n s in s eru m of W ista r (ope n
cir e]e s) a nd 王,E C(s olidcir cle s)r ats afte rT T M inje ctio n･ Ma･le W isrtv (6 w e eks
old)'w d m ale L E Cl
･
atS(6 w e eks o一d)rec eived a singlc･int二r aPerito n e al injccdon or T T Mat a
do s eoriOmg/kgbody w eight, 'Tnd kiued 15a nd 3 0min, 1, 2, 3, 4, B a nd 12hr, and 】, 2, 3
and 7 days a一tertheinJeCiion･
- -EL F,C ラッ ト で ほ ､ 正 常 ラ ッ ト 同様 に投与30分後 に 血滴中 の Mo濃度 は極大値
1 4
T T Mの 生体内動態 に関する検討Ⅰト3.
(5.4 叫g Mo/mlse r u m) に達した後減少するが ､ 投与2時間後より上昇し､ 投 朋 時
間後に再 び極大値 (6.0 けg M o/mls e r u m) に達する2相性の変化を示した(Fig lO A)a
2相目 の 変化に おける 生物学的半減期は ､ 1.9日で あ っ た ｡
正常ラ ッ トにお ける 血清中のCtl膿度は ､ 時間 の 経過とともに若ニⅠ二の 上 界傾 向を示し
たが ､ L E Cラ ッ トに お い て は投与後 よ り上昇を開始 し､ 投与8時間後 に お い て偉大偵
(5.7pgCu/n
･
1 ser u m) に達する明瞭な変化を示した(Figl o b)o
こ れらの 結果 か ら ､ L EC ラッ ト血哨L=こお けるMoの2相 日の 変化は ､ 肝臓内にCtlを
蓄積して い るL E Cラ ッ トに特有の 変化であり､ L E Cラ ッ ト血渦中に おけるCしl液魔の 変
化とMoの2相目の変化とが同調して い ると考えられたため､ H P LC/IC P- M Sに よ っ て ､
血清中 における MoとCu の化学形態に つ い て の 同党を行 っ た o
ii. H P L C/1C P- M S による血清中MoおよびCuの化学形態の同定
血清中の総Moおよ び総Cu 膿度の測定に 馴 ､た試料を ､ ゲ ル ろ過 カ ラ ム (As ahipak
G S T15 2 0) を装着したH PL C/ICP- M Sにより分析 した｡
正常 ラ ッ トで は､ 血清中に存在するCuの 約9 0 % がα2グ ロ ブリ ン で あ る セ ル ロ ブラ ス
ミ ン (以下 ､ Cp) に結合して い る こと が報告されて い る【45】｡ Cpは ､ 正 常ラ ッ ト血清
中にお けるelution profile上 で ､ l l.8分に溶出す るCu の ピ ー ク と して確認でき ､ こ の
Cu の ピ ー ク は ､ T T M投与後の 時間経過にお い で､ ピ ー ク 形お よ びピ ー ク 高に変化はみ
られなか っ た(Fig l l)0
投与15分後か ら､ Cu は保持時間1 3.5分の ア ル ブミ ン (以下 ､ Alb) に結合 した状態
で ､ Mo ととも に溶出 した(Fig l l A)0 Albに結合したCu由よ びMoの ピ ー ク は ､ 投 与
後から増加し始め､ 投与4 時間後に展大となり､ その 後減少した｡
M oはAlb 以外 に ､ 投与1 5分後からみ られる保持時間15.5分の ピ ー ク と して溶出した
(Fig l lA)｡ こ の ピ ー ク を ､ 標品との 比較 に よりT T Mの 加水分解 に よ っ て 生 じた モ リ
ブ デ ー ト(MoO4
2.
)と 同定 した｡ ま た保持時間17.5分以降に溶出したMoは ､ T T M およ
び加水分解の 中間生 成物で ある低級 チ オ モ リ ブデ ー ト(MoO2.1S2.3
2-
)で あ っ た . こ れ ら
Alb結合以外の M oの 血清中か らの 消失速度は大きく､ 投与3 0分後 に最大膿度 に達した
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後､ 投与8時 間後 には 全て消失した｡
Wils o n痛感者やL ECラ ッ トの 特徴的な臨床症状として ､ Cp活性 の低下が知られて い
る ｡ こ の 機構として ､ 肝臓内に おけるCp生合成の 過程でCuが受け渡されな い と いう こ
とが示 さ れて い る【4 6】｡ 従 っ て , 血清中 へ Cp蛋白質の 分泌は行われて い る も の の ､ ア
ポ体である ためCuの ピ ー クと してLECラ ッ トのelutio nprofile上 にCpは現れて い なか っ
た(Fig 1 2)0
Alb結合塑として溶出したCuお よ びMoの ピ ー ク は ､ ともに投与15分後から増加し､
投与8時間後に偉大 に達した(Figユ_2)｡ こ の ピ ー ク 商は ､ 正常ラ ッ トに比 べ て大き い た
めに消失 に時 間を要し､ 投与7日後にも残存して い た ｡ また ､ 保持時間15.5分以降に溶
出する Mo の ピ ー ク は正常 ラ ッ トに比 べ 小 さく ､ 速や か にT T Mが他臓器 に移行したと
考えられた｡
iii-. 小括
TT M単回投与後の 血清中の稔Mo濃度は ､ 正常ラ ッ トで は1相性 の変化を ､ L E Cラ ツ
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トで は2相性 の変化を示した｡ またL E Cラ ッ ト血摘FPで の鎗Cu膿魔の変化は ､ M(-)の2
相日の 変化と同調 して い た o こ れ らの 変化 に つ い てH P L C /ⅠC P-M Sに よ っ て 得られ た
ピ ー ク 商を各金属の化学形態ごとにプロ ッ トした結果(Fig1 3)､ 消失の 速度およびjrミ常
ラ ッ トとL E Cラ ッ ト との ピ - ク 蔵の 比収から ､ 正常 ラ ッ トにおける M()膿魔の変化お よ
びLECラ ッ トに おける1祁日の M()漉度の変化は ､ 未収収のT T MやT TM の 加水介解物
の変化を示し て い る と推定 した｡ またT T Mに よ っ で硬骨体 (Cu/ T T Mc omplex) 杏
形成 し ､ 肝臓外 へ 除ま さ れたCuは ､ 血滴ヰ7で Albと選択的に結合し､ こ の Alb船倉嘘 の
M oお よ びCu の 挙動 がL E Cラ ッ トにおける2佃Eヨの M(･)漉魔の 変化とCu膿度 の変化を示
して い る と結冷したo
1 9
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b. CurrT Mc o mple xのA(blこ対する結合の選択性の検討
肝臓外 - 除去されたCu/ T T Mc o IIIPlex が､ 血渦中で Albと選択的に結食する機構 に
つ い て の 検 討 を ､ in vjtr oで 行 っ た . LECラ ッ ト肝臓 のCu,Zn -M Tの Zn をC d とin
vitroで 債換して ､ Sephade x G-7 5カ ラ ム に よ っ てCu ,Cd- M T を精激した｡
H P L C /IC P- M Sの elution profile上 で
は ､ Cu お よ びC d を結合するM Tの みが溶
出した(Fig1 4)｡ こ のCu ,C d-M TにT T M､
アポ チ オ ネイ ン を捕捉す る ため のZn ､ さ
らにAlbの 供与体として 正常ラ ッ トの 血清
を加える と ､ Cu はMT より脱離し､ Moと
とも に選択的にAlbに結合した(Fig1 5)0
また こ の 時M T は､ C d およ びZn の みを含
むM T とな っ た ｡
こ の 反応系 にお い て ､ 正常ラ ッ トの 血清
の かわり に先天的 にAlb を欠損して い る ラ ッ
ト (長瀬無ア ル ブ ミ ン 血症 ラ ッ ト､ 以下 ､
N A R)【47】の 血清を加える と ､ Cu はM T
より脱離し､ Cu/ T T Mc o lllp e xを形成し
て
､ カ ラ ム の v oid volu m eに溶出する 蛋白
質 (保持時間11.4分) お よ びAlbよりも高
分子量 の 蛋白質 (保持時 間12.5分) に非
選択的に結合した(Fig16)0
C d iyM
Zn O･2SftM
C11 1〝M
Mo O･2SpM
Cd
M T･ⅠⅠ
＼
Zn
Cu
M o
M T､Ⅰ
/
S IO 15 20 2S
Retentio ntim e(min)
Fig 1 4･ Distributio npr ofile s of Cd,
Zn, Cu a nd Mo in Cu, C d･ M T o n an
S W colu m n by H P L C/ⅠC P- M S.
Cu
,
Cd- M T(Cu, 1･5 y g/ml; C d, 0. 96 y g
/ mi)w as prepar ed il - 加 bydisplacingZh
in Cu,Zn- M r wi山 C d. Cu,Zn- M T w as
s epar atedFr o mtheliver ofa m aleL E CI笥t(6
w e eks old)･ T he height of ve rtic al bar
indic atesthedete ctio nle v elofe a ch m etal.
こ れ らの 結果か ら ､ 生体内に お い てM Tより除去されたCu/ T T Mc o mplex は Alb存
在下 で は ､ 特 異的にAlbに結合する と いう高い 選択性を示すもの の ､ Alb非存在下 に お
い て は
､ 例 え ば肝臓内で は 高分子量 の 蛋白質 (以下 ､ HM W P) に非選択的 に結合す る
こ と が わ か っ た ｡
Albに対す る 選択性をAlbの 分子特性か ら考える と ､ Alb はシ ス テ イ ン含量が高く ､
20
江･3. TTMの生唾堕塵墜 舶
蛋白質1分子内に35コ の シス テイ ン残準を有して い る【48, 4恥 こ れ ら シス テ イ ン のう
ち34コ は1 7組 の ジ ス ル フ ィ ド(-S %)結合を形成し て い る が ､ こ れ らがCu/ T T M
c omple x内 に存在する遊離の ス ル フ ィ ドリ ル 基と の間で ジス ル フ ィ ドの 交換1i)J㌫(不均
衡化反応) を起 こす と推発した o
C d: 且j&M
Zn: ljlM
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albu -in
”o: 2p
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”
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Rete ntio ntim e(man)
Fig l S. Distributio npr ofile s of C d,
Zn, C u a nd Mo in the re a ctio n
mixtu re of Cu,C d- M Tand TT M o n
a n S W c olu m nby HP L C/王Cp･ MS.
Cu･ C d- M r(Cu, I. 5JJg/ml; C d, 0. 96y l
/ml)aJld T T M(6･ ly g/ml)w ere re acted at
20
o
C fわr10minin 血epres enc e or Zn(3. 1
pg/ml)ands er u m(20yl)prepar edfr om a
Wistar r at. T he height or v ertic al bar
indic atesthedete ctio nle v el ore a ch m etal.
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Fig1 6･ Distributio nprofiles of C d,
Zn, Cu a nd Mo in the r ea ctio n
mixtu re of Cu, C d･ M Ta nd T T Mo n
an S W colu m nby H P L C/ⅠCp- M S.
Cu･ Cd- MT(Cu, 1- 5jLg/ml; C d, 0･96ILi
/ml)and T T M(6. Ip g/ml)w ere re a cted 山
20
o
C Tor 10 min in the presenc e or Zn
(3.I 〟g/ml)a nd s e ru m(20jJl)pr epar ed
fro m an N A R. T he heightor vertic al bar
indic atesthedetectio nleveloi
'
e achl letal.
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c. T T M単回投与後の Moお よぴCuの 主要臓器中濃度の経時変化
i
. 月干臓中におけるMoおよびCu濃度の変化
LE Cラ ッ ト肝臓中に取り込まれたMoは､ 投与2時間後に濃大波度 (65.8ト帽 Mo/g
live r) に達し ､ そ の 後減少した(Fig 1 7 A)o :)J
J
､ 正常ラ ッ トで は ､ L ECラ ッ ト同様
の増加 - -減少曲線を示 した が ､ 帝大漉度は9.6ドg Mo/gliv e rで あ っ た .
LECラ ッ ト肝臓内にお けるCtl漉度は ､ 大きな分散はあるもの の 投与2時間後より減少
し始めた(Fig 1 7 B)｡ 正常ラ ッ ト肝臓内におけるCu濃度は ､ 投与後わずか に減少傾向を
示 した が ､ 2-4 い.g Cu/gliv e rの 範囲に納ま っ て い た ｡
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Fig 1 7･ Tim e ･ depe ndent cha nges in co nc entratio n of Mo a nd Cu in the liver of
Ⅰ, E Ca nd W istar r ats afte rT T M injectio 11･ MaleI.E C(6 w eeks old)arid male W ista r(6
w e eks old)rats re c eived a singleintraperito ne al injectio n or T r Mat a do se oi
l
10mg/kg body
w eight Co n centratio n s or Mo (A) and Cu (B)in theliv e r we re plotted again st也m e after the
lnjec也o n･ Clo s ed a nd open circles c o rr espo nd to col C e nb
.
aho n sin L E Ca nd W ista r rats,
respectiv ely.
両系統 の ラ ッ ト間 で み られた 肝臓 中 - の M oの 取り込み畳 の 差 は ､ 肝 臓内に蓄積する
Cu量の 差 に起因する と考えられた t｡ つ まり肝臓内にCu - M T を多量 に蓄積して い るIJEC
ラ ッ トで は､ T T MはCu -MTとと も にM T / T T Mc o mple x､ Cu/T T Mc o mple xお よ
びCu/ TT Mpolyll･ e rへ と肝臓内で 反応 を進行させ る こ とに よ っ て 肝臓内にTT M をよ
り多く取り込むが ､ 正常 ラ ッ トにお い て は反応し得るCu- M T が存在しない ため ､ Moは
2 2
工ト3. T T Mの 生倦担塾墜旦些坦通遡避
colllple xと して肝臓内に保持されず谷易 に血流中 へ と排壮される と考えられた｡
ii. 腎臓中におけるMoおよぴCu濃度の変化
両系統 の ラ ッ トとも に投与直後よ り腎臓ヰ丁の Mo過度は 上昇 し (13-16 ト帽 Mo/g
kidn ey) ､ 投与2時間後より減少し始めた(Fig 1 8 A)o L E Cラ ッ ト腎臓中 のCtl膿度 は
投与直後から時間ととも に増加したが ､ 正 常ラ ッ トで は い ずれの 時間 にお い て もr-- 億 の
範囲内であ っ た(Fig 1 8 B)｡ 投与直後に上昇する Mo漉度は ､ 両系統ともに ､ 低竹子魔
のT TM やそ の加水分解物に起因するも の と考えられた｡ L E Cラ ッ トで はCしl磯波の み
が時間の 経過とともに 上昇 して い る ため ､ そ のCuの 由来がCu/T T Mc()IllP e xに よ る
もの で はな い と考えられ るが ､ 詳細に つ い て は明らかで な い 点が残された｡
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ii. 牌臓中におけるMoお よびCu濃度の変化
LECラ ッ ト牌臓中 の Mo濃度は投与後単調に増加した が ､ 正常 ラ ッ ト で は投与1+時 間
後に最大値 (2.2 pg Mo/g sple en) に達 し､ その 後時間の 軽過 とと も に減少した(Fig
2 3
ー
■■
■
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1 9 A)｡ 肺臓 中 の Cu膿 度は ､ 正 常 ラ ッ ト で はT T M捜与 に よ る変化は なか っ た が
(1.3･1.7 トLg Cu/g spleen) ､ L E Cラ ッ トで は時間の 経過とともに上昇 した(Fig
1 9 B)0
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Fig 1 9･ Tim e ･ dependent changesin co nc entr atio n or Mo a nd Cuin the sple e n of
L E Ca nd W istar rats after TT M inje ctio n･ Male L E C(6 w e eks old)a nd m ale Wistar(6
w e eks old)rats rec eived a single intraperito n e al injection or T r Mat a do s e of 10mg/kg body
w eight･ Con c e ntrations or Mo(A)and Cu(B)in the spleen w e re plotted again st Lim e arte =hc
l叫eCtio n. Clo s ed a nd ope n circles co rrespo nd to c o n c e nlr a山o n sin L E Ca nd W istar r ats,
respectively,
肺臓 中に 取り込ま れたMo濃度は､ 肝 臓およ び腎臓に比 べ 極めて 少量 で あ っ た ｡ 牌細
胞は ､ 血流中 に存在する 不溶性成分や巨大分子 に対して ､ 食作用お よ び飲作用を有する
ため ､ 血清中 に存在しT T M とCu とで形成された複合体に由来する成分に対して何ら か
の 作用 を有する と考えら れる が ､ こ れらを示唆する充分な確証は得られな か っ た ｡
iv, 脳中における MoおよびCu濃度の変化
T T M投与 に よ っ て脳中に分布したMo量は ､ 両系統 の ラ ッ トともに他臓署削こ比 べ て 極
めて少 なく ､ 両系統間 にお い て も明ら
1
かな差ほ認められな か っ た(Fig 20A). 脳中 の
Ctl畳 も ､ T T M投与 に よ っ て 両系統 とも に変化は な か っ た(Fig 20B)｡ こ の こ とは ､
T T M投与後に肝臓 外 - 除去 され たCu が脳 内 に 両分布しな い こ とを 示 し ､ T T M投与 が
2 4
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∨. そ の 他の臓器中の MoおよびCu濃度の変化
小腸中 の M o膿度は ､ 正常 ラ ッ トで はT T M投与30分後に ､ L E Cラ ッ トで はT′r M投
与4時間後 に展大波度に達し､ その 後減少した(Fig21 A)｡ 小腸中のCtl膿度は ､ L ECラ ッ
トで はMo同様 にT T M投与4 時間後で 濃大膿度に達したが ､ iE常ラ ッ ト で は 変化はみ ら
れなか っ た(Fig2 1a)0
胃中 の Mo膿魔の変化は両系統とも に 同様の 変化を示 し､ T T M投与30分後 に瀬大膿
度に達 した(Fig 2 1 B)｡ 胃中 のCu 膿度 は ､ TT M投与 によ る変化を受けな か っ た(Fig
2 1b)0
肺中の Mo濃度はT T M投与直後か ら､ 両系枕とも に速やか に上昇し､ 正常 ラ ッ トで は
最大膿度 に達した後速やか に減少したが ､ LE Cラ ッ トで はTT M投与2時間後か らは健
やか に減少した(Fig 2 1 C)｡ 正常ラ ッ トで はT T M投与に よ っ て肺 中のCu膿度 に変化 は
みられなか っ たが ､ L E Cラ ッ トで はCu濃度の 上昇傾向がみ られた(Fig 2 1c)0
摘果中の M o膿度の変化 は ､ 胃 にお ける変化と類似し､ 同系統とも にT TM投与3() 分
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後に偉大膿度に達した(Fig 2 1 D)0 Cu膿度は､ 投与直後に変化を示さなか っ たが ､ 投
与2 時間後より両系統ともに上昇傾向を示した(Fig2ユ_d)0
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こ れ ら4臓宕削こ関して共通して みら れる現象として ､ T T M投与彼の Mo過度の 上昇が
速く ､ 正常 ラ ッ トの 澱大 漁度がL ECラ ッ トの 澱大池皮よ りも大き い こ と が指摘で き た ｡
これ は ､ L E Cラ ッ トで は肝臓内に移行するT T M が多い ため ､ T TMの 有効 血 中膿度が ､
速やか に低下する た めであ る と考えられたo ま たこ れらの4脱着針‡7のCu膿度の変化と
Mo漉魔の 変化には ､ 同調性がみられな い た め､ こ れ らの4脱着削こお い てT T M は､ Cu
キ レ 一 夕 - と して の 作用 を ほ と ん ど示 さず､ こ れら臓器内で は .iiミ常なCu代謝も乱さな
い と考えられたo
2 7
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d. T T M単回投与後のMoおよぴCuの体外排池
T T M投与前お よ び投与後24時間転の尿お よ び糞を採取し､ Moお よびCu含盈を測定
した ｡
尿中 へ は 投与後濃初の24時間 に お い て ､ Moのみ が排他された｡ 尿中 へ の Mo排他恩
は正常 ラ ッ トに比 べ ､ L E Cラ ッ トが少なか っ た(Fig 2 2 A)0 T TM投与前の尿中 へ のCu
排他は 正常 ラ ッ トに 比 べ ､ LE Cラ ッ トが少なか っ た が ､ T T M投与 に よ っ て正常ラ ッ ト
の 尿中CLl排壮畳 が減少した(Fig2 2 B)0 LECラ ッ トに お い て は ､ T T M投与 に よ る尿中
Ctl‡肘隆景 の変化はみられなか っ た ｡
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Fig 2 2･ Excretio n of Mo a nd Cu into u rine afte r T T M inje ctio n. Urine exc eted in
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- T T M
injecLion ･ A m o u nt of Mo(A)and Cu(B)in urine w ere plotted fo r24 hr- specim en . 亡わttcd a nd
ope n c olu m n s c o r respo nd to the a m o u nt or m etals (JIB/day/r at)in L ECa nd W istar r ats,
r espectiv ely.
∵ 方 ､ 糞 中 へ の Mo排壮 はT T M投与に より増加した が ､ LE Cラ ッ ト の 方が 正常ラ ッ
トよりも多か っ た(Fig23A)｡ また､ 糞中 へ のMo排滑は､ 持続的に投与3 日後まで続 い
た｡ 糞中 へ のCu 排壮はTTM投与前 にお い て は両系統間 に差は なか っ たが ､ T TM投与
に より糞中 へ のCu排他量 は増加し ､ そ の 量 はL ECラ ッ トの 方 が正常ラ ッ トよ り多か っ
た(Fig 2 3 B)0
投与後最初 の2 4時間以内に み られ た尿 中 - の M o排壮 は ､ 同時 に尿 中 へ のCu排 柑をと
もなわ な い こと ､ その 量は正常 ラ ッ トの 方 がL E Cラ ッ トよりも多 い こと ､ の2つ の 理 由
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から ､ 未吸収 のT T M およ びそ の加水分解物の排他である と考えられたo また弟中 へ は ､
MoとCLlが同時か つ 血滴中で の 半減期を反映して持続的に排他され､ IJECラ ッ トの]J
-
が
正常 ラ ッ トよりも排他蕊が多か っ たo こ の 結果は ､ 肝 臓内に取り込 まれたT T M と肝臓
内 のCu - M Tと の 間で形成され たCu/ T T Mc o l nPle xが血流中で Albと線分す る が ､ こ
の 複合体 は食終的 に は糞 中 に排他され る こ と を示した . しか し ､ Albに結合 した
Ctl/TT Mc o I叩1e xが どの ような機構で糞中に排継される か ､ 明らか で な い ｡
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e. 肝臓中の MoおよびCu濃度に対するTT Mの 周量 一 作用相関
T T M を0(撫処置) ､ 5､ 1 O､ 2 5 およ び5 0mg/kgbody weight の各用魔 で単回腹
腔内投与し､ 投与2時 間後におけるLECラ ッ トおよ び正常 ラ ッ ト肝臓内の M oおよ びCu
濃度を測定し､ 以下 の検討を行 っ た ｡
i. 肝臓中のMo濃度に対する用量相関
肝臓内に取り込ま れ た給Mo膿度は ､ 投与量 と の 間に両系統の ラ ッ トとも に相関性 の
高い 直線関係 が得られ た(Fig 2 4 A)0 L E Cラ ッ トの 相関直線お よ び相関係数は､ γ -
2.5 x ＋ 5.3､ ]- = 0.9 9 8で あり､ 正常ラ ッ トで は ､ y = 0.3 5x ＋ 2.6､ I- = O.9 7 1で
あ っ た ｡ ま た取り込ま れたMo量 は ､ 帝大投与量である50 mg/kgbody w eightにお い
て ､ IJE Cラ ッ トの 方 が正常ラ ッ トより1 3倍高か っ た . これ らの 結果から ､ 3- a -i. で示 し
た横棒 に よ っ て ､ 肝臓内に取り込まhる Mo量 は ､ 肝臓内に蓄積するCu塵 に影響を受け
る と考えら れた ｡
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可溶性画分中 に存在する M(-,慮 は ､ 投与濃が1-0 mg/kg body weightまで は直線的に
増加したが ､ 1 0mg/kg body w eigl11tを越える投与恩で は増加の割合が減少した(Fir
24 B)o こ の 傾向は熱処理彼の 上渦中の Mo にお い て ､ より著明であり､ i.(.) mg/ kg
body wci如tに お い て1 8.51鳩 Mo/gliv er
･ で あ っ た Mo過度は､ こ の 投与;I
も上昇がみ られなくな っ た(Fig 24 C)o
ii. 肝臓中のCu凝鹿 に対する用厳相関
T T Mの投与盈がユ.()mg/kg
body weightま で は ､ 肝臓中 の
総Cu 膿度 ､ 可溶性蘭分中の Cu
漉度お よ び熱処理上浦中 のCtl膿
度は投与濃 に依存 して 減少した
(Fig 25)0 10 mg/kg body
w eightを越える投与盈で は ､ 肝
臓 中の 稔Cu膿度は減少しな い に
も かか わ らず､ 可 溶性蘭分中 の
Cu濃 度 お よ び熱処理 上浦中 の
Cu 膿度はT T M の投与量 に依存
して減少し､ 熱処理上暗中のCu
膿度と投 与量と の 間 に ､ γ =
1 4 6- 7 6.7 1og x ､ r = 0.9 9 9
と い う祁関が得られた ｡ --プj
'
,
正 常 ラ ッ トに お い て は ､ 肝 臓内
の Cu膿度に対して投与量 に応 じ
た有意な変化はみ られなか っ た ｡
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iii. 小括
こ れ らの 結果をまとめる と ､ LE Cラ ッ ト肝臓内で は投与量 に応じ､ 以下 の 反応が進行
して い る と推論さオ1る ｡
低用量側 で は ､ Cu -M TとT T M との 間でM T / T T Mc o mple xが療初に形成され ､ こ
の M T/ TTM c o 111ple xは 熟に安定なM T とTT M とで構成される ため ､ 熱処理上渦中 で
直線的に増加す る Mo の 形態 と推定され る ｡ T TM畳を さら に増やす こ と に よ っ て
M T / T T Mc o mplex にお い て はT T Mの 比率が高ま る - 方で ､ Cu/ T T Mcomplex と
してM T / TTM c olllple xか ら脱離し､ 肝臓外 へ 排他される まで の間 ､ 3-b. で 示 した機
構 に よ っ て細胞質中の蛋白質と結合して い る ため ､ 可溶性画分中にMoが増加すると推
定した ｡ ま た､ Cu/ TTM comple又 はCu の 肝臓外 へ の 排渦型 で もある ため ､ Cu/ T T M
c o lユーple xの 形成量 は ､ 肝臓内のCu濃度の減少を反映する と考えられた｡
商用量側 で は ､ Cu/ T T Mc o mple xと して 排ftLi･さ れ る畳 を上 阿 っ てT T M が肝臓内 に
取り込まれ る た め ､ MT/ T TM c o 汀1ple xか らCu/ T T Mcol叩1ex と なり , さ ら に
Cu/ T T Mpolymerが形成され ､ 肝臓内でCuお よ びMoは不溶化されると考えられた｡
従 っ て ､ 熱処理上浦中 の Mo濃度 が上昇せず､ 肝臓中の 総Mo濃度が直線的に増加し､ 同
時 に熱処理上浦中の Cu 濃度が減少し続ける - 一 方で肝臓内舵Cu濃度 が減少しな い ､ と い
う機構 で .桐量 - 作用相関を説明したo
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ⅠⅠ. 路翰
州 . 結論
T T Mは ､ LE C ラッ ト肝臓内 に M T と結合して番概 して い るCuを選 択的 に 除去する ｡
本研究 に よ っ て明か とな っ た この 除去機構を模式的に示すとFig2 6の ように なるc,
u rim c fe ce s
虹M.畑 .Rlゆ .
M oO4
2 埠 -
別o odsせr 飽 m
劫抽u m王位 - ･
n
y
r M)
舶嬢
淋 Cum T M /alb
Cu - MT･ - ･
曲PO - 朋T,Z 恥 M 甘
aurr
ヰY M
r M一喝ヒ二∵ awrivr M
蒜t;;?!l.?らpて謡r 蕊
Liv 紺
c omp且ex
CtJ r i
'
M /pr ot血
c o nlP)e 完
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(1)M T からのCu の 除去 は ､ T T M とCuと の 相対的なモ ル 比 に よ っ て 3 段階g)反ムむに
よ っ て 進▲行する こ と が 明 かとな っ たく, また､ in vitr oお よびin viv ()に よる 魂験結束は ､
T T Mを過剰 に投与する と ､ 肝臓か らのCuの排継型であるCu/ T T Mco lnplexを不溶化
し､ 肝臓か らのCu の 排継を減少させ る ことが わか っ た ｡ 血流 中に排出されたCu/
r
r T M
complex はAlbと複食体を形成 し､ 血流中 に長期間留ま っ た ｡ こ れら の 紡果は ､ T T M
を適切畳 投与す る こと に よ っ て ､ M Tと して過剰に蓄聴して い るCu を 選択的 に肝臓か
ら除去 で き る こ と を示 して い る . - 方 ､ TT M を過剰 に投与す ると ､ 肝臓 中 で は必要 な
Cuま で 除去 してCu 欠乏 と して しま っ たり ､ Cu/ T T Mpolym e rと して 不溶化させ て し
まう可能性 がある こ とを示 した ｡ しか し､ TT Mは酵素な どに結合して い るCu (MT船
倉性以外 のCu) を除去 できな い ため少量 の 単回投与で は ､ 正常 なCしlの 代謝を乱すこ と
が な い ことも明らか に な っ た｡ 従 っ て ､ M T少量ずつ 十分な投与間隔 で過剰投与･ に な ら
な い ように投与する ことが必要である こ とを示した｡ (2)除去されたCtlは Moと とも に
糞中に排他される た め ､ 他の 治療薬で行われて い る よう な尿中 の Cu膿度 に よ る治療効
果の判定は ､ 不適切 である .｡ (3)肝臓内に蓄積して い るCu は細胞間で不均--- である こ と
が知られて い る【51】｡ つ まり ､ ある細胞 で は メ タ ロ チ オネイ ン の 捕捉限界まで鋼が蓄積
して い る 状態や ま だ蓄積 がそれ ほ ど進行して い な い 状態､ そ の 中間的 な状態が同時にff二
在す る と い え る(Fig 2 7)｡ しか し ､ 他の 治癖楽に見られな い TT Mの Jrl:.質と し て ､
3 3
Ⅰ工Ⅰ. 結翰
L畳v e r A
竺 艶 J
営
～
h
v
q
V
b 凸
b 凸
∠)
一■
｢ )
-
～
一 句
‾■■
勺
/
ノ
Fig 2 7･ Sche me of ccu targeting effe ct or T T M･
a c cu m ulatingCuinthelivel
･
.
包
TT Mtargets hepato cytes
T T Mの細胞内 へ の 取り込み量 が蓄積し て い るCu 量に依存する た め､ 蓄積細胞 に選択
性を示 し､ 副 作用 が発現しにく い と いう大きな利
,
,
[k
-
, も有する こと が 明らか と な っ た ｡
以上 の 実験結果か ら ､ TT Mに よりW ils o n痛感者 の肝臓中 に蓄積して い るCuを選択
的 に除去する ことが できる 可能性を反応機構 に基づ い て示すこ とが できた｡ すなわち ､
少量 のTT Mを充分 な投与間隔をお い て投与する こ とである ｡ TT M はCuを選択的 に 除
去する が ､ 酵素に特異的に結合して い るCu まで は 除去 せず､ MT に結 合 して い るCu や
遊離 のClユな どの 過剰あ る い は蓄積型 のCu の みを選択的に除去す る極めて優れた特性を
有する ｡ また ､ こ れ らの Cu量 に依存して T T M が細埠中に取り込ま れ る と い う特性も明
らかにな っ た ｡
こ れ らの 特性か ら ､ 他 膿 界 へ の 再分布 に よ る 影響は少 な い と考 えら れ る ｡ 従 っ て ､ 過
剰投与 に よ っ て ､ 肝 臓 中に流 入 した必 要量 のCu まで 除ま しな い よ うな処方を行えぼ よ
い こ と に なる ｡
34
IV. 実験
且∨. 実験
動物および拭薬
Wista r系ラ ッ トは ､ 日本 チ ャ - ル ズリ バ ー (横浜) より購入 したo L E Cラ ッ トは ､
北海道大学医学部 武市紀年教授より供与を受けた(, L E Aラ ッ ト､ L E Cラ ッ ト (-･･- 那)
お よ びNARは ､ 国立 環境研死所より供与を受けた{,
こ れら の 動物は ､ 搬入 後l週閑 の 馴化飼育 の後､ 寛厳 に川 い た o 搬人後より実験期問
を通じて ､ 動物に は棟嘩飼料 (C E･2､ 日本 ク レア ､ 束京) およ び水道水を 酌臼に摂取
させた｡
T T M はDr. K. H . Su m me r(in stitute for Toxic olog
･
y, G S F Re sear ch Center
･
,
Neuher･be r臥 Ge r many)を通じ ､ Ventr()･ Alfa(Ka rls ruhe, Ge r m any)より供与を受
けた｡
金属測定 の ための 灰化 に用 い た混酸は ､ 和光純藤 (大阪) より購入した精練分析用 の
硝酸と過塩素酸を容慶比4肘1のもの を使用 したo
そ の他 の 試薬は､ 全て 特級を用 い た｡,
lC P- M S動 作条件
Type: P MS
-2 0 0 0(横河 ア ナリテ イ カ ル シス テ ム ズ ､
ro r w ardpo w er
rellectedpo w e r
plas m aga s(>9 9･99 95 %a rgo n, Ar)no wrate
a u xiliary ga s(Ar)no w rate
n ebuliz e rga s(Ar)no w r ate
samplingc o n edia m ete r
skim m e r c o n edia meter
武威野)
13 00 W
く10 W
14.5 UIllin
1.1 U min
0.9 Umin
l.O m
O.5 m m
質量分析計内の イオ ン レ ン ズ の 調度は､ 測定日短にチ ュ ー ニ ン グ溶舵 (横河ア ナリ テ イ
カ ル シ ス テ ム ズ) を用 い て 行 っ た｡
tト1.に関する実験
LE Cラ ッ ト (雌性､ 7週齢) を2群に分け ､ - ･方を対照群 (3匹) として触処置の 群 ､
他方をT T M投与群 (3 匹) と した ｡ T T M は､ 10 mg/kgbody w eightの 用 量 で ､ 連
続8日間腹腔内投与を行 っ た ｡
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蔵終投与より24時間後 に動物を エ ー テ)I/麻酔下 で失.1h 死 させ､ 肝臓を摘出した o 摘出
した肝臓は､ 直ちに水冷したホモ ジネ - ト用 の緩衝液 (250m M glu c o s eを含む100
m M Tl･･is･H Cl
, pH 7.4) に移した｡ 約2.5gの 肝臓を分け取り､ 4倍量の親衛液中で ､
窒素気沈下 ポリ ト ロ ン ホ モ ジ ナイ ザ - (K in elll atic a, Lu zer n, Switz e rla nd) に より
ホ モ ジ ナイ ズ し た. こ の ホ モ ジ ネ - トか ら ､ 10 5,0 0 0g､ 2
o
C､ 6 0分 間の 超遠心 に よ
り可溶性画分を得た｡ 可溶性画分をさらに窒素封入下 で7 5o C､ 5分 間の 熱処理を行 っ
た後 ､ 変性 した蛋白質を1. ,6 0 0g･､ 1 0分間 の 遠心により除去して可溶性画分熱処理 の 上
晴を得た ｡
11Tllの ホ モ ジネ - ト､ 可溶性両分および熱処理上滑を試料として ､ 0.5 mlの 混醸によ
り灰化した｡ 灰化終了後､ 脱イ オ ン水 により希釈して ､ 金属測定用試料とした｡ 金属の
測定は ､ IC P- MS を用い て 検量線法に より求めた｡ Fe､ Zn ､ Cuお よ びMoの 測定 に は､
それぞ れ5 7､ 64､ 6 5 およ び9 6の 質量数を使用した｡
有意差の検定は ､ Studentt-te st に より行 っ た o
Iト2. に関する実験
L ECラ ッ ト (雄性 ､ 6週齢) に ､ Cd (生理食塩水 に溶解 した塩化カ ドミ ウ ム) を2
mg/kg body w eight の用量 で腹腔内投与 した. 投与24時 間後に肝臓 を摘出し､ 前述 の
方法に よ っ て 熱処理 の 上晴を得た . こ の 画分をCu
,
Zn
,
C d- M T とした.
Cu,Zn ,C d-M T中のCu に対 して ､ モ ル比0､ 0.2 5､ 0.5､ 1.0､ 2.0 およ び4.0のT T M
を加え､ 3 7
o
Cで1 0分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た o こ の 反応液を9
,
0 0 0gで5分間
遠心す る こと に より生 じた不溶性成分を取り除き､ 0.1 ml をH P L C /IC P- MS に導入 し
た ｡
HP L Cの 溶出は ､ 以下 の 条件で行 っ た｡
カ ラ ム :
ガ ー ドカ ラ ム :
溶離液:
流速 :
TS KgelG 3 0 0 0 SW(7.5 m m x6 0 0m m)
TSKgu a rdc olu m nSW (7.5 1Tlm X 7 5m m)
5 0m M Tris-H Cl
, pH 8.O at 25
o
C
i ml/min
溶出した試料は ､ 直接1C P-M Sの ネブ ライザ ー チ ュ ー ブに導入 し､ Zn ､ Cu ､ Moお よ
びC d を それ ぞれ6 4､ 6 5､ 9 6 およ び1.].1の質量数で測定した｡ IC P-M Sの ワ ー クス テ ー
シ ョ ン に得ら れたelutio n pr ofileを ､ 所属研究室で開発されたデ ー タ - コ ン バ ー タ - )
フ トに よ り ､ マ ッ キ ン トシ ュ 上 で処理加工 した ｡
lト3- a. ､ c.お よぴd. に関する実験
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L E C ラッ トおよび正常ラ ッ ト(W ista r系ラ ッ ト) (閥系統ともに､ 雄性､ G過齢) に､
T T M を10 mg/kg body weight の用濃 で単向腹掛勾投与を行 っ た ｡ 投与か ら1.5お よ
び3()分､ 1､ 2､ 3､ 4､ 8 およ び1.2時間 ､ lおよ び2 日後､ L E Cラ ッ トに つ い て はさ ら
に3 およ び 7 Eゴ後に､ エ - テ ル麻酔下 で1匹づ つ ラ ッ トを失jfn死 させ たo これ らの ラ ッ
トよ り ､ 血液 ､ 肝臓 ､ 腎臓 ､ 牌臓 ､ 脳 ､ 小腸 ､ 田､ 肺およ び精鵜を摘山した(ラ +_rl液は ､
1.,6 0 0gで5 分 間の 遠心操作に よ り ､ 血球成分を取り除き山浦を得た｡ 投与24幡 剛うf]と
投与後2 お よ び3日 目ま で 生 存させ た ラ ッ トを代謝ケ - ジ (lab produ cts inc,
M ay w () od, NJ)に入 れ ､ 24時間転の 尿 およ び発を採取 したo 肝臓 お よ び腎臓 はそYLぞ
れ20 % およ び1-0 %の ホ モ ジネ
- トを作徽し､ その1 mlを､ その 他の臓掛よ約0.2 gを ､
1如酌ま2()0い,l を金属測定用の就料とした o ま た尿は1 ml*a:､ 灘は18 0
o
Cで21t細 腕 煉
させた後､ 2 O Omgを金属測掛目試料としたo こ れら金属批引1ヨ試料は .､ 前述 の 方法 に
よ っ て灰化後IC P- MSに よ っ てM()お よ びCu漉度を測定したo
血清の - 部 は､ H PL C /IC P- M S 用の 試料と し ､ 測淀まで愛寮封入後､ -2 5
o
Cにて 保
存した｡
室 温 で融解させ た 血清を ､ 測定直前に9,0 0 0gで5分間遠心する こ と に よ り生 じた不
溶性成分を取り除き､ 0.1 mlを‡iP L C/IC P･M Sに導入 した｡
H P L Cの 溶出は ､ 以下 の 条件で行 っ た ｡
カ ラ ム : As ahipak G ST-5 2 0(7.5 m m x5 0 0m m)
溶離液 : 50 m M Tris･H Cl
, pH 7.4 at25
o
C
流速 : 1 ml/min
Cuお よ びMoはそ れぞれ6 5､ 9 6の 質量数で測定した｡
暮ト3-b. に関する実験
Cu
,
C d- M Tは ､ L ECラ ッ ト肝臓 より得られたCu ,Zn - M T 中のZnをCd に置換す る こと
に より開封したo L ECラ ッ ト肝臓可溶性画分中 に ､ Zn膿度の2倍モ ル 量 のC〔i(塩化カ
ドミ ウ ム) を加え､ 窒素封入下で7 5
o
C､ 5分間の 熱処理を行 っ た ｡ 変性 した蛋白質を
除い た後 ､ そ の6 ml をSephade x G-75 カ ラ ム(2.6 c m x9 0c m)に か け ､ 50m M
Tris-H Cl, pH 8.O at2 5
o
Cに より､ 溶出した｡ 3Illづ つ 分取した各 フ ラ ク シ ョ ン に つ
い て ､ Cu お よ びCdを 原 子 吸 光光度計 (rlita chiZ-8 0 0 0) で 測定す る こ と に よ り ､
Cu
,
Cd- MTを得た (Cu , 1.5ト⊥g/ml;Cd, 0.9 6LLg/ml) 0 Cu,Cd- MT は､ i mlづ つ 分
注し ､ 窒素封入後 -8 0
o
Cで保存した｡
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血清 は ､ 前述 の 方法に よ っ て正常ラ ッ ト (Wista r系ラ ッ ト) お よ びN A Rより嗣製 し
た｡
Cu
,
Cd 湖 丁中のCu に対 して ､ 2倍 モ ル 畳のT T Mおよ びZn を加え､ さ ら に終膿庶が
10 %に なる ように血清を加えたo こ の 反応液を､ 2 0
o
C､ 1 0分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン
し､ H P L C /IC P- M Sの 試料としたo HPLCに は ､ G 3 0 00 SW を装着し､ IC PI M Sは ､
す べ で前述の条件下 で ､ Zn ､ Cu ､ MoおよびC d を測定した｡
fL 3- e .に関する実験
1群3匹としたLE Cラ ッ トおよ び正常 ラ ッ ト (LE Aラ ッ ト) (両系統とも に ､ 雌性 ､
6 週齢) に ､ TTM を0(触処置群) ､ 5､ 1 0､ 2 5 およ び5 0mg/kgbody w eightの 用
量で単Em]腹腔内投与を希 っ た ｡ 投与か ら2時間後に ､ エ ー テ ル 麻酔下 で ラ ッ トを失血死
させ ､ 肝臓を摘出した｡ 肝臓は ､ 前述の 方法に よ っ て3つ の 画分に分け､ そ れぞれ に含
まれる Moおよ びCu 膿度を測定した｡ 測定に はIC P-MS を剛 ､､ す べ て瀞述 の 条件下 で
行 っ た ｡
近 似 曲線 の 描 画 は ､ C A･Criket gr aph IIIve r. 1.5 (Compute r As s ociate s
Inte r n atio n al
,
Isla ndia, NY)を用 い ､ 有意差の検定は､ Stude nt亡-testに よ り行 っ た ｡
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